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Apstrakt
Uvod/Cilj. Za perfuziju i prezervaciju abdominalnih or-
gana pri transplantaciji u svetskim bolničkim centrima naj-
češće se koristi histidin-triptofan-ketoglutarat (HTK) ras-
tvor. Na domaćem tržištu ovaj preparat nije registrovan pa
smo na osnovu analize dostupne literature, u uslovima
bolničke apoteke, izradili HTK rastvor, ispitali njegov
kvalitet i predložili rok upotrebe, pod definisanim uslovi-
ma čuvanja. Metode. Složeni rastvor za perfuziju i prezer-
vaciju organa pripremljen je prema opštem farmakopej-
skom propisu za izradu parenteralnih preparata. Navedeni
sastojci rastvoreni su u vodi za injekcije, a zatim je rastvor
profiltriran kroz membranski filter (0,22 μm). Fizičkim, fi-
zičkohemijskim metodama i biološkim testovima ispitan je
kvalitet izrađenog rastvora. Bistrina, pH vrednost, steril-
nost, prisustvo pirogena i mehaničkih onečišćenja ispitiva-
ni su prema farmakopejskim propisima. Sadržaj aminoki-
selina histidina i triptofana određen je high performance liquid
chromatography (HPLC) metodom uz prethodnu derivatiza-
ciju. Za određivanje sadržaja ukupnih hlorida u HTK ras-
tvoru, primenjena je metoda indirektne titracije. Određi-
vanje sadržaja jona magnezijuma i kalcijuma u HTK ras-
tvoru izvršeno je metodom plamene atomske apsorpcione
spektrometrije, a jona natrijuma i kalijuma metodom jon-
izmenjivačke hromatografije uz konduktometrijsku detek-
ciju. Rezultati. Rezultati ispitivanja pokazali su da HTK
rastvor odgovara propisanim zahtevima i da pH vrednost
ovog rastvora, pod datim uslovima čuvanja, odgovara za-
htevima za pH rastvore za perfuziju i prezervaciju organa
koji  će se transplantirati. Zaključak. Data formulacija
HTK rastvora, metoda izrade i sterilizacije mogu se pred-
ložiti kao optimalno rešenje za izradu rastvora za perfuziju
i prezervaciju jetre u uslovima bolničke apoteke. Pod pro-
pisanim uslovima čuvanja izrađeni HTK rastvor stabilan je
šest meseci.
Ključne reči:
tehnologija, farmaceutska; rastvori za prezervaciju
organa; transplantacija.
Abstract
Background/Aim. Histidine-tryptophan-ketoglutarate
(HTK) solution is the most frequently used solution for the
preservation of abdominal organs by leading transplant
centers worldwide. The aim of the study was to investigate
whether it is possible to prepare this kind of perfusion solu-
tion in the hospital pharmacy. In the hospital pharmacy set-
ting we prepared HTK preservation solution and tested its
quality, and in accordance with the obtained results recom-
mended its shelf-life. Methods. A multicomponent HTK
solution was prepared following standardized aseptic proce-
dures for sterile products. Components of HTK solution
were dissolved in water for injection under aseptic condi-
tions and the obtained solution was sterilized by bacterio-
logical membrane filtration (0,22 μm). The quality of the
produced solution was examined using physical and
physico-chemical methods and biological tests. Following
pharmacopoeial regulations, we examined clarity, pH value,
sterility and performed testing on pyrogens. The content of
the amino acids histidine and triptophan was determined by
using high pressure liquid chromatography (HPLC) method.
The concentrations of chloride ions were investigated by
retitration method. Atomic absorption spectrometry and
ion-exchange chromatography with conductometric detec-
tion were used for determining the level of magnesium and
calcium ions and the concentrations of sodium and potas-
sium ions in HTK solution, respectively. Results. It was
shown that the quality of the prepared HTK solution com-
plied with the regulation demands. Also, pH value of the
solution as a function of storage temperature, remained in
the physiological range (pH 7.4). Conclusion. According to
the obtained results of physico-chemical and biological
testing it can be concluded that in the hospital pharmacy
setting with the applied technological procedure, we can
produce HTK preservation solution of the required quality.
Keeping of HTK preservation solution in a refrigerator at
4 ºC warrants its shelf-life of six months.
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Uvod
Prezervacija organa predstavlja ključni deo uspešne
transplantacije, a ima za cilj očuvanje vijabilnosti organa ka-
ko bi se obezbedila njegova funkcija u novoj sredini. Glavni
princip prezervacije zasniva se na usporavanju metaboličkih
procesa pod dejstvom niske temperature čime se smanjuje
stepen ishemijskog oštećenja tkiva. Glavna korišćena metoda
prezervacije - statično čuvanje na hladno (cold storage − CS)
podrazumeva ispiranje organa hladnim rastvorom za prezer-
vaciju, a zatim njegovo čuvanje na temperaturi 0−4 ºC  do
transplantacije 
1, 2.
U poslednjih 30 godina razvijen je veliki broj metoda i
rastvora za prezervaciju organa, ali je samo nekoliko rastvo-
ra, EuroCollins (EC), histidin-triptofan-ketoglutarat (HTK),
University Winsconsin (UW) i Celsior rastvor našlo širu kli-
ničku primenu (tabela 1). Sastav ovih rastvora određen je fi-
ziološkim i biohemijskim osobinama i potrebama transplanti-
ranog tkiva.
Glavna uloga hladnih prezervacionih rastvora je spre-
čavanje stvaranja ćelijskog edema, što se postiže upotrebom
impermeanata. Drugi važan zadatak prezervacionih rastvora
je sprečavanje nastanka ćelijske acidoze uz pomoć odgova-
rajućih pufera 
1.
Elektrolitni sastav ovih rastvora varira, ali je kod
svih presudan sadržaj i odnos jona Na
+ i K
+, pa se prema
tome dele na intracelularne i ekstracelularne. U sastav
prezervacionih rastvora ulaze i supstancije koje predstav-
ljaju neutralizatore štetnih kiseoničnih produkata metabo-
lizma (reactive oxygen species − ROS), kao i supstrati
koji obezbeđuju energiju za odvijanje neophodnih meta-
boličkih procesa.
Sa farmaceutsko-tehnološkog aspekta rastvori za pre-
zervaciju i perfuziju organa pri transplantaciji spadaju u po-
sebnu grupu parenteralnih rastvora velikih zapremina, koji
nisu intravenske infuzije. To su sterilni i apirogeni vodeni ra-
stvori propisanog sastava koji se izrađuju i ispituju pod istim
uslovima kao parenteralni preparati 
3, 4. Primenjuju se poseb-
nim tehnikama intra- i ekstrakorporalno. Indikacije za upot-
rebu ovih rastvora su zaštita i površinsko hlađenje organa in
situ prilikom hirurških zahvata, ispiranje i perfuzija organa
pri transplantaciji i čuvanje i transport organa od donora do
recipijenta.
Cilj rada bio je da se na osnovu analize dostupne lite-
rature vezane za izradu i primenu rastvora za perfuziju i pre-
zervaciju organa za transplantaciju izradi rastvor HTK, ispita
njegov kvalitet i pod definisanim uslovima čuvanja odredi
rok upotrebe.
Metode
Metoda izrade HTK rastvora
Složeni rastvor HTK za perfuziju i prezervaciju orga-
na, izrađuje se pod aseptičnim uslovima u komori sa lami-
narnim protokom vazduha. Navedene supstancije rastvaraju
se u vodi za injekcije po određenom pravilu i redosledu
(tabela 2).
Rastvor se zatim filtrira kroz membranski filter (veliči-
ne pora 0,22  μm) u sterilne staklene boce, odakle se prenosi
u sterilne i apirogene plastične kese.
 Kese sa rastvorom nakon zatapanja na propisan način
signiraju se i čuvaju na hladnom (0−4 ºC) do upotrebe. Pret-
hodno, iz kesa sterilnim špricevima uzimaju se uzorci rastvo-
ra za fizičkohemijska i biološka ispitivanja.
Tabela 2
Sastav histidin-triptofan-ketoglutarat (HTK) rastvora
Supstancija Količina (g/1000 ml)
Natrijum-hlorid 0,8766
Kalijum-hlorid 0,6710
Magnezijum-hlorid, 6 H2O 0,8132
Kalcijum-hlorid, 2 H2O 0,0022
Kalijum-hidrogen-2-ketoglutarat 0,1842
Histidin 27,9289
Histidin-hlorid, H2O 3,7733
Triptofan 0,4085
Manitol 5,4651
Voda za injekcije    do  1000 ml
Fizičke i fizičkohemijske metode ispitivanja i
određivanja.
Fizičkim i fizičkohemijskim metodama ispitivan je
kvalitet izrađenog HTK rastvora. Ispitivanjem su obuhvaćeni
sledeći parametri: bistrina i stepen opalescencije tečnosti, pH
vrednost i sadržaj jona i aminokiselina.
Bistrina i stepen opalescencije tečnosti određivani su
prema propisu Ph. Jug V. Određivanje pH vrednosti prepa-
Tabela 1
Sastav rastvora za prezervaciju organa za transplantaciju
Sastav i karakteristike Prezervacioni rastvori
rastvora Euro Collins University
Winsconsin
Histidin-triptofan-
ketoglutarat
Celsior
Odnos Na
+ / K
+  K
+ ↓ / Na
+ ↑  ↑ K
+ / ↓ Na
+   ↓ K
+ / ↑ Na
+  ↓ K
+ / ↑ Na
+
Pufer fosfatni fosfatni histidin fosfatni
Impermeant glukoza rafinoza
laktobionat
manitol
histidin
manitol
laktobionat
pH vrednost (0−4 ºC) 7,3 7,4 7,3 7,3
Osmolalitet (mOsm) 340 320 310 360
ROS* neutralizatori – glutation manitol manitol
Energetski supstrati – adenozin ketoglutarat glutamat
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rata vršeno je potenciometrijskom metodom po propisu Ph.
Jug. V direktnim uranjanjem elektrode u preparat. Ispitivanja
su izvršena neposredno nakon izrade („0“ vreme), nakon 30
dana, tri meseca i šest meseci.
Za identifikaciju i određivanje sadržaja aminokiselina,
L-histidina i L-triptofana, u HTK rastvoru primenjena je
High performance liquid chromatography (HPLC) metoda
uz prethodnu derivatizaciju koja podrazumeva uvođenje
hromofora u molekul aminokiselina, što dalje omogućava
njihovu detekciju UV detektorom. Identifikacija je izvršena
na osnovu retencionog vremena, a sadržaj je određen pore-
đenjem sa standardnim supstancama. Ispitivanja su izvršena
neposredno nakon izrade („0“ vreme) i nakon šest meseci.
Za određivanje sadržaja jona magnezijuma i kalcijuma
u HTK rastvoru primenjena je metoda plamene atomske ap-
sorpcione spektrometrije. Ispitivanja su izvršena neposredno
nakon izrade („0“ vreme) i nakon šest meseci. Za određiva-
nje sadržaja natrijum i kalijum jona u HTK rastvoru prime-
njena je jon-izmenjivačka hromatografija uz konduktometrij-
sku detekciju. Priprema uzorka izvršena je razblaživanjem u
dejonizovanoj vodi, a uzorak je upoređen sa standardnom
smešom katjona u vodenom rastvoru. Ispitivanja su izvršena
neposredno nakon izrade („0” vreme) i nakon šest meseci.
Za određivanje sadržaja ukupnih hlorida u HTK rastvo-
ru, primenjena je metoda indirektne titracije. Ispitivanja su
izvršena neposredno nakon izrade („0“ vreme), te nakon 30
dana, tri meseca i šest meseci.
Farmaceutsko-tehnološka ispitivanja
Ispitivanje prisustva mehaničkih nečistoća vršeno je u
skladu sa zahtevima Good Manufacturing Practice (GMP)
sistema kvaliteta.
Biološki testovi
Ispitivanje sterilnosti vršeno je po propisu Ph. Jug. V,
metodom direktne inokulacije. Za ispitivanje prisustva piro-
genih materija u preparatu korišćen je pirogeni test po propi-
su Ph. Jug. V. Ispitivanja su izvršena neposredno nakon izra-
de („0” vreme) i nakon šest meseci.
Rezultati
Posmatranjem ispitivanog rastvora na dan izrade i na-
kon šest meseci čuvanja na temperaturi od 0−4 °C, utvrđeno
je da nije došlo do fizičke promene, odnosno da je rastvor
ostao bistar.
Ispitivanje pH vrednosti HTK rastvora vršeno je nepos-
redno nakon izrade, na 22 °C, a zatim i u navedenim vre-
menskim intervalima (tabela 3).
Tabela 4 prikazuje rezultate određivanja sadržaja ukup-
nog L-histidina i L-triptofana u ispitivanom HTK rastvoru.
Na slikama 1 i 2 prikazani su hromatogrami dobijeni određi-
vanjem sadržaja ukupnog L-histidina i L-triptofana.
Tabela 4
Rezultati određivanja sadržaja ukupnog L-histidina i L-
triptofana u histidin-triptofan-ketoglutarat (HTK) rastvoru
Propisani sadržaj
aminokiselina
(mg/ml)
Sadržaj aminokiselina u HTK rastvo-
ru posle izrade rastvora
(mg/ml)
„0“ vreme* šest meseci
Ukupni L-histidin
30,725
(27,625−33,798)
30,725 30,969
L-triptofan
0,408
(0,367−0,448)
0,403 0,417
Napomena: rezultati su dati kao srednja vrednost tri merenja.
*neposredno posle izrade rastvora
Sl. 1 − HPLC hromatogram sadržaja L-histidina i
L-triptofana u HTK rastvoru neposredno nakon izrade
Sl. 2 − HPLC hromatogram sadržaja L-histidina i
L-triptofana u HTK rastvoru 6 meseci nakon izrade
Tabela 3
Rezultati određivanja pH vrednosti histidin-triptofan-ketoglutarat
(HTK) rastvora
pH vrednost HTK rastvora posle izrade rastvora
(22 ºC) Propisana pH vrednost
„0“ vreme* 30 dana tri meseca šest meseci
7,02–7,20 7,02 7,04 7,10 7,15
Napomena: rezultati su dati kao srednja vrednost tri merenja.
*neposredno posle izrade rastvoraVolumen 65, Broj 8 VOJNOSANITETSKI PREGLED Strana 599
Antunović M, Aleksić D. Vojnosanit Pregl 2008; 65(8): 596–600.
Promene u sadržaju kalcijuma, magnezijuma, natrijuma
i kalijuma u HTK rastvoru date su u tabeli 5, a ukupnih hlo-
rida u tabeli 6.
Dobijeni rezultati bioloških testova pokazuju da je u
toku izrade i pod datim uslovima čuvanja za navedeno
vreme ispitivanja, obezbeđena sterilnost i apirogenost pre-
parata.
Diskusija
Rastvor HTK uveo je sedamdesetih godina prošlog ve-
ka nemački naučnik Bretšnajder kao kardioplegični rastvor
koji se, zatim, počeo koristiti i u transplantaciji jetre i bubre-
ga. Komponente u sastavu HTK rastvora određuju njegove
osobine, upotrebu i, konačno, efikasnost u prezervaciji orga-
na. Rastvor HTK za prezervaciju i perfuziju organa pri trans-
plantaciji svrstava se u posebnu grupu parenteralnih rastvora
velikih zapremina koji nisu intravenske infuzije, ali zbog na-
čina primene moraju ispunjavati veoma stroge zahteve za
kvalitet koji se postavljaju za ovu vrstu farmaceutskih prepa-
rata. Ispitivani HTK rastvor ispunjava farmakopejske zahte-
ve za parenteralne preparate u pogledu bistrine, sterilnosti i
apirogenosti.
Poznato je da je za uspeh transplantacije neophodno da
rastvor za perfuziju i prezervaciju organa ima fiziološku pH
vrednost. Ovu pH vrednost u HTK rastvoru održava puferski
sistem amfoternih amino-kiselina, histidin–histidin-hlorid
čije dejstvo je temperaturno zavisno. To znači da se na „rad-
noj“ temperaturi (0−4 °C) uspostavlja i održava potrebna fi-
ziološka pH vrednost rastvora, dok je na sobnoj temperaturi
(22 °C) u granicama od 7,02−7,20. Dobijene pH vrednosti
HTK rastvora u nultom vremenu izrade i tokom intervala is-
pitivanja, nalazile su se u propisanom intervalu (7,02−7,20).
Merenjem pH vrednosti na temperaturi čuvanja (2−8 °C),
odnosno na radnoj temperaturi (0−4 °C) prilikom transplan-
tacije, izmerena je tražena fiziološka pH vrednost (7,40). Od
velikog značaja su i sekundarna dejstva histidina u HTK ra-
stvoru. Tako, histidin deluje kao inhibitor enzima iz grupe
matriksnih metaloproteinaza (MMP) koje su odgovorne za
nastanak tkivnih oštećenja tokom hladne prezervacije 
5. Po-
red toga, histidin u HTK rastvoru deluje i kao impermeant, a
poznato je i da dodatno pojačava osmotski efekat manitola.
Triptofan povoljno utiče na održavanje integriteta ćelij-
ske membrane 
6.
Kalijumova so alfaketoglutarne kiseline u HTK rastvo-
ru predstavlja važan metabolički supstrat 
6.
Manitol u HTK rastvoru ima osnovnu ulogu kao im-
permeant, a njegovo drugo povoljno dejstvo je neutralizacija
reaktivnih kiseoničnih radikala 
6.
U pripremljenom HTK rastvoru postignut je i odgova-
rajući sadržaj i odnos jona Na
+ i K
+, a zatim i Ca
+2 i Mg
+2 i
hloridnih anjona.
Tabela 5
Rezultati određivanja sadržaja magnezijuma, kalcijuma,
natrijuma i kalijuma u histidin-triptofan-ketoglutarat
(HTK) rastvoru
Sadržaj jona u HTK rastvoru po-
sle izrade rastvora (mg/ml)
Propisani sadržaj jona
(mg/ml)
„0“ vreme* šest meseci
Ca
+2
0,68 (0,646−0,714)) 0,70 0,71
Mg
+2
0,95 (0,855−1,045)
0,97 0,97
Na
+
0,34 (0,306−0,374)
0,33 0,31
K
+
0,35 (0,315−0,385)
0,32 0,33
Napomena: rezultati su dati kao srednja vrednost tri merenja.
*neposredno posle izrade rastvora
Tabela 6
Rezultati određivanja sadržaja ukupnih hlorida
histidin-triptofan-ketoglutarat (HTK) rastvora
Sadržaj ukupnih hlorida posle izrade HTK rastvora (mmol/l) Propisani sadržaj
ukupnih hlorida
(mmol/l) „0“ vreme* 30 dana tri meseca šest meseci
(47,54–52,54) 49,00 49,14 49,14 48,89
Napomena: rezultati su dati kao srednja vrednost tri merenja.
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Pogodno je što se svi navedeni sastojci HTK rastvora
normalno nalaze u sastavu fizioloških tečnosti, osim mani-
tola koji do sada nije pokazao toksične osobine. U ostale
prednosti HTK rastvora ubrajaju se: mali viskozitet tečnosti
koji rezultuje lakšom difuzijom u organe i, samim tim, nji-
hovo brže hlađenje, kao i nizak sadržaj kalijuma što omogu-
ćava direktnu primenu ovog rastvora, odnosno in situ perfu-
ziju organa. Njegova upotreba ne zahteva prethodno ispiranje
organa pred transplantaciju i daje mogućnost neposrednog
korišćenja bez dodavanja aditiva i prethodnog filtriranja. Ve-
ća zapremina HTK rastvora, koja se preporučuje zbog malog
viskoziteta ovog rastvora, kompenzovana je nižom cenom po
litru u odnosu na druge prezervacione rastvore 
6.
Takođe, sprovedena su prospektivna i multicentarska
klinička ispitivanja, koja su uključivala i kadaverične i ži-
ve donore, a koja potvrđuju efikasnost i bezbednost HTK
rastvora za prezervaciju jetre 
7, 8. Pored toga, nova istraži-
vanja pokazuju dobre kliničke rezultate ovog rastvora na-
kon upotrebe u transplantaciji srca, pluća, bubrega i pan-
kreasa 
6−9.
Zaključak
Data formulacija HTK rastvora, metoda izrade i sterili-
zacije mogu se predložiti kao optimalno rešenje za izradu ra-
stvora za perfuziju i prezervaciju jetre u uslovima bolničke
apoteke.  Čuvanje izrađenog HTK rastvora u frižideru
(2−8 °C), u plastičnoj ambalaži, zaštićenoj od svetlosti, obe-
zbeđuje rok upotrebe od šest meseci.
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